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霉菌平板计数培养时间和平板承载能力优化研究 

张  烁*, 韩莎莎 
(济南市食品药品检验检测中心, 济南  250102) 

摘  要: 目的  霉菌平板计数培养时间和平板承载能力的改进研究。方法  使用 GB 4789.15—2016《食品安

全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》检验霉菌质控样品, 增加培养至第 2 d 的菌落计数, 将平板

规格由 90 mm 变为 150 mm, 并使用统计分析检验菌落计数结果与质控样品参考值之间的差异。结果  关键

稀释度(1:10)第 5 d 计数结果与参考值之间存在显著差异; 单个 90 mm 平板在菌落形成单位超过 30 CFU 后会

出现菌落计数的大幅衰减, 本次研究将该阈值定义为可接受准确度下的霉菌平板承载能力。使用 150 mm 规格

平板, 2 d 培养时间的实验条件可突破原有承载能力, 使计数结果与参考值之间呈现良好的一致性。在该条件

下各样本均值与稀释因子之间线性决定系数由 R2
90=0.614 提升至 R2

150=0.998。结论  优化后的检验条件解决

了霉菌平板计数实验中菌落过度生长和线性不佳的问题, 提升了检验结果的准确度。 

关键词: 霉菌平板计数; 准确度; 培养时间; 平板承载能力 

Optimization of incubation time and plate load capacity for  
molds enumeration 

ZHANG Shuo*, HAN Sha-Sha 
(Jinan Center for Food and Drug Control, Jinan 250102, China) 

ABSTRACT: Objective  To study on the improvement of incubation time and plate load capacity for molds 

enumeration. Methods  Mold quality control samples were tested according to GB 4789.15—2016 National food 

safety standard-Food microbiological examination-Enumeration of moulds and yeasts, with additional colony 

counting performed on the second day of incubation. The plate size was increased from 90 mm to 150 mm, and 

statistical analysis was employed to assess the differences between colony counts and the reference value of the 

quality control samples. Results  Significant discrepancies were observed between the fifth-day counting result at the 

critical dilution (1:10) and the reference value. A sharp decline in colony counts was noted when the colony-forming 

units exceeded 30 CFU per 90 mm plate, which was defined in this study as the maximum load capacity of mold plates 

under acceptable accuracy. By adopting 150 mm plates with a 2-day incubation period, the original load capacity was 

overcome, yielding counting results that aligned well with the reference value. Under these optimized conditions, the 
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linear coefficient of determination (R²) between sample means and dilution factors improved from R2
90=0.614 to 

R2
150=0.998. Conclusion  The optimized testing conditions effectively addressed the issues of colony overgrowth and 

poor linearity in mold plate count experiments, thereby enhancing the accuracy of test results. 
KEY WORDS: mold enumeration; accuracy; incubation time; plate load capacity 
 
 

0  引  言 

霉菌是造成食品污染的主要生物类因素之一 [1–3], 
该类微生物不但可以造成食品霉变腐败, 某些种类的霉

菌生成的生物毒素也会对食用者的身体健康造成很大的

危害 [4–6], 所以霉菌指标一直是食品安全工作中一个重

要的组成部分。随着科技的发展, 霉菌检测领域出现了

一些新兴的快速测试方法[7–8], 如 PCR 技术[9–10]、无损检

测技术[11]、高光谱检测技术[12], 但现阶段这些方法实验室

通用性往往不高且大幅增加了实验室在设备、耗材、环境

方面的成本[13–14]。为保证实验室通用性, 我国食品安全监督

抽检工作规定其霉菌项目使用基于平板计数法的 GB 
4789.15—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉
菌和酵母计数》进行检验。由于霉菌是抽检工作中重要的微

生物指标菌[15–16], 相关检验检测机构应当积极提升该项目

的检验质量, 防止霉菌超标的食品对消费者的身体健康造

成危害。 
检验结果的准确度是评定霉菌检验质量的重要参

数 [17]。准确度是测试结果与接受参照值间的一致程度 , 
包含正确度和精密度两方面含义。为避免由于霉菌的生物

特性造成计数结果准确度降低, GB 4789.15—2016《食品安

全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》在之前

版本的基础上对检验条件做出了优化[18], 但在检验实践中

该标准所依据的平板计数法依然存在一定的问题。本实验

室在进行霉菌能力验证时发现培养 48 h后霉菌菌落已基本

形成, 菌落直径随培养时间延长逐渐增大, 菌落之间出现

界限不清或相互叠加, 进而造成计数结果的衰减。在培养

时间方面, 国标中“观察并记录培养至第 5 d 的结果”的表述

较为模糊, 未明确是否需多次观察、观察的起始时间以及如

果多次观察的结果之间出现差异应最终报出哪个结果。 
通过横向比较可以发现现行 2016 版国标与相关国

际、国外标准存在检验条件和过程细节上的不同, 主要表

现在试剂种类、水活度、培养温度和方式、观察时间和次

数、霉菌和酵母形态描述等方面[19]。ISO 21527-1:2008, 规
定在霉菌生长过快时可在培养的第 2 d、第 5 d 分别计数菌

落。BAM Chapter 18: 2001 规定如果平板上存在大量霉菌

则 150 CFU 的计数上限可能会降低[20], 而无论是该标准还

是 GB 4789.15—2016 均未对霉菌单独的计数上限作出确

定的要求。ISO 6611│IDF 94: 2004 认为霉菌的计数方法并

不精确, 各稀释度检验结果常出现非线性, 这与霉菌孢子

在稀释时的均匀程度、大量菌落产生竞争抑制作用等因素

有关。该标准建议通过分散进样的方式降低单个平板的霉

菌数量, 在产生色素的菌落形态下计数培养第 2 d 和第 5 d
的结果以应对霉菌快速生长。通过以上标准可以看到不确

定性因素较少的低稀释度由于霉菌蔓延或可能存在的计数

上限等问题无法被准确计数, 稀释度的提高会引入更多的

不确定性因素, 最终也会影响结果的准确度[21–22]。 
综上所述, 目前基于平板计数法的霉菌检验仍存在

影响检验结果准确度的各种问题, 而现有的相关研究主要

关注培养基的改良以及温湿度、样品匀质等条件[23–24], 较
少有针对培养时间和平板计数上限的优化和验证, 且文献

中对计数上限的描述也较为模糊。本次研究的创新性在于

给出计数上限明确的定义并优化了被先前研究忽视的培养

时间和平板规格等检验条件。由于食品安全抽检任务中微

生物学项目具有不可复检性, 当检测结果处于临界值时, 
其准确度对产品能否被正确判定具有重要影响。为最终达

到提高霉菌检验结果准确度的研究目的, 本次研究确定了

两阶段实验的研究目标: 一是验证对于食品中的霉菌检验, 
尤其是高污染样品, 第 2 d 的计数结果比第 5 d 的准确度更

高; 二是探索在可接受准确度下霉菌平板计数上限的阈值

以及提高该上限的方法。以期通过优化检验条件提升霉菌

平板计数结果的准确度, 并维护相关消费者和食品生产经

营者合法权益。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

孟加拉红琼脂 [25–26](北京陆桥技术股份有限公司); 
氯化钠 (分析纯 , 国药集团化学试剂有限公司 ); 培养皿

(90 mm、150 mm, 青岛金典生化器材有限公司); 霉菌、

酵母计数质控样品[27](FTQC-15-01, 中国工业微生物菌种

保藏管理中心)。 

1.2  仪器与设备 

KB 240 型低温培养箱(±0.1 ℃, 德国 Binder 公司); 
BSC-1300IIA2 型生物安全柜(苏州安泰空气技术有限公司); 
CJY1500-Y 型洁净工作台(山东新华医疗器械股份有限公

司); BAGMIXER® 400 型均质器(法国 Interscience 公司); 
MLS-3781L-PC 型高压蒸汽灭菌器(日本松下健康医疗器

械株式会社); CzoneG6T 型菌落计数器(杭州迅数科技有限

公司)。 
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1.3  实验方法 

本研究使用 GB 4789.15—2016 作为基础检验方法。

第一阶段实验作为预实验, 控制霉菌培养时间条件, 2 d 为

实验组, 5 d 为对照组, 利用单样本 t 检验分析两组实验各

稀释度结果与参考值之间的差异。在第一阶段实验结果的

基础上, 第二阶段实验固定培养时间 2 d, 并控制平板规格

条件, 150 mm 规格为实验组, 90 mm 规格为对照组, 利用

单样本 t 检验分析两组实验各稀释度结果与参考值之间的

差异, 进而使用回归分析证明优化后的实验条件有助于检

验方法准确度的提升。本次研究所使用的样品为适用于食品

中霉菌检验的CICC FTQC-15-01霉菌和酵母计数质控样品。

该样品的微生物组成为黑曲霉和酿酒酵母, 其最大优点是

具有精确的参考值。相较于难以获得准确定量的标准菌株, 
该样品更加适合本次研究所使用的单样本 t 检验方法。 

实验严格按质控样品说明书要求将原始样品加入无

菌生理盐水复溶后制成待测样品。在第一阶段中, 为达到

分散 1:1、1:10 菌液浓度的目的, 分别将待测液加入适量无

菌生理盐水制成 1:2、1:3、1:4、1:10、1:25 稀释液。每一

步稀释过程样品均反复吹吸以保证其匀质状态, 防止孢子

沉积于容器底部。由于已知样品参考值为 270 CFU/mL, 除
原液外其他稀释度上的预估霉菌菌落数应在 11 CFU 至

135 CFU 之间, 符合国标中 10~150 CFU 的合理计数范围。

在进行稀释的同时, 每个稀释度分别吸取 1 mL 样品匀液

于 90 mm 无菌平皿内, 并做空白对照。将 20 mL 冷却至

46 ℃的孟加拉红琼脂倾注平皿, 并转动平皿使其混合均

匀。为防止交叉污染, 平板凝固后被封闭于无菌袋中, 于
28 ℃±1 ℃培养箱中正置培养, 袋中保留适量空气以保证

霉菌的正常生长[28]。分别观察并记录培养至第 2 d 和第 5 d
的结果, 实验仅计数霉菌菌落, 酵母则作为背景菌。在第

二阶段研究中, 除稀释梯度变为 1:4、1:8、1:9、1:10、1:25, 
平板规格变为 150 mm, 培养时间固定为 2 d 外其他操作与

第一阶段相同。 
为了更为科学的对数据进行分析, 本次研究对实验

数据统计量及相关参数进行如表 1 所示定义。针对文献中

平板上菌落计数上限较为模糊的描述, 本次研究在实验所

涉及领域和条件范围之内给出“可接受准确度下的霉菌平

板承载能力”的定义: 当使用平板计数法进行霉菌检测时, 
在可接受准确度下单个平板上霉菌菌落形成单位的最大值, 
如果进样时的霉菌数量大于该数值, 则最终的计数结果将

会与相应参考值之间出现统计学显著差异。 

1.4  数据处理 

本次研究使用 SPSS 26 等软件进行统计分析、制图, 
实验所涉及的置信度均为 95%。 

2  结果与分析 

2.1  霉菌培养时间优化的验证实验 

本阶段研究目的在于验证霉菌培养 2 d 后计数的可行

性, 为进一步的研究打下基础。为提升检验结果的准确度, 
实验采用双人 8 平行测试[29]。各组样本采用“实验类别-计
数时间-稀释度”的方式进行编号, 除样本 1-2 d-1:1、1-5 
d-1:1、1-5 d-1:2 出现菌落蔓延导致无法计数外, 其他实验

结果如表 2 所示。由表 2 内数据可知各样本实际均值误差

随稀释度的增大而逐渐减少, 而同稀释度 2 d 时的实际均值 
 

表 1  研究涉及的统计量和参数 
Table 1  Statistical measures and parameters involved in the study 

名称 表述 作用 
均值 某个稀释度各平板上菌落数的算术平均值 表示某个稀释度直接的计数结果集中趋势 

实际均值 均值与相应稀释倍数的乘积 表示稀释度统一之后的计数结果集中趋势 
实际参考值 质控样品证书给出的参考值, 固定为 270 CFU/mL 用于和实际均值作比较 

参考值 实际参考值与稀释因子(1/稀释倍数)的乘积 用于和均值作比较 
实际均值误差 实际均值与实际参考值之差的绝对值 误差越小则实验结果正确度更高 

 

表 2  培养时间验证实验计数结果 
Table 2  Enumeration results of incubation time validation experiment 

实验编号(实验类别-计数时间-稀释度) 均值/CFU 参考值/CFU 实际均值/CFU 实际均值误差/CFU 菌落直径/mm 

1-2 d-1:2 47.75±3.85 135.00 95.50 174.50 11.4±1.8 
1-2 d-1:3 36.38±4.53 90.00 109.13 160.88 11.5±2.3 
1-2 d-1:4 34.75±4.65 68.00 139.00 131.00 12.6±1.7 

1-2 d-1:10 24.63±3.38 27.00 246.25 23.75 12.0±1.9 
1-2 d-1:25 10.75±2.19 11.00 268.75 1.25 12.5±2.3 
1-5 d-1:3 28.75±4.83 90.00 86.25 183.75 致密边缘相交

1-5 d-1:4 28.38±4.98 68.00 113.50 156.50 致密边缘相交

1-5 d-1:10 20.13±1.55 27.00 201.25 68.75 25.5±3.0 
1-5 d-1:25 10.38±2.07 11.00 259.38 10.63 28.0±2.8 



第 15 期 张  烁, 等: 霉菌平板计数培养时间和平板承载能力优化研究 311 
 
 
 
 
 

 

误差均小于 5 d 时相应值。在计数的同时, 使用菌落计数

器测量各平板上霉菌菌落直径。每个平板随机选取 8 个

菌落测量 , 被测菌落应尽可能为独立菌落 , 其致密菌丝

边缘不宜与其他菌落相交。实验中发现培养时间 2 d 时黑

曲霉菌落呈白色绒毛状, 边界较为清晰, 较为适合测量。培

养时间为 5 d 时 1:3、1:4 外虽然可以较为清晰地计数, 但由

于菌落致密菌丝边缘开始出现融合而无法测量菌落直径。

经统计所有菌落的直径均值为 2 d: 12.0 mm±2.1 mm、5 d: 
26.8 mm±3.1 mm。 

本阶段数据的正态性检验和检验值为 270(实际参考

值)单样本 t 检验数据如表 3 所示。使用 SPSS 26 对实验数

据进行分析发现各组数据中均不存在异常值, 正态性检验

结果均未达到显著性水平(Shapiro-Wilk 检验, P>0.05), 各
组数据均服从正态分布。由各组数据的单样本 t 检验结果

可知样本 1-2 d-1:2、1-2 d-1:3、1-2 d-1:4 各自的实际均值

与 270 之间存在显著差异(P<0.05), 而样本 1-2 d-1:10、1-2 
d-1:25 的实际均值与 270 均无显著差异(P>0.05)。特别值得

注意的是, 1-2 d-1:25 组的检验结果(P=0.95)表明, 1:25 稀释

度培养 2 d, 平板上的平均菌落数为 11 CFU 时的实际均值

(268.75)与 270 具有良好的一致性。 
 

表 3  培养时间验证实验的单样本 t 检验结果 
Table 3  Single-sample t-test analysis of incubation time validation study 

单样本 t 检验 差值 95%置信区间 正态性检验(夏皮洛-威尔克) 
实验编号 t 自由度 双尾 平均值差值 下限 上限 统计 自由度 显著性 

1-2 d-1:2 –64.178 7 0.00 –174.50 –180.92 –168.07 0.84 8 0.08 
1-2 d-1:3 –33.456 7 0.00 –160.88 –172.25 –149.50 0.91 8 0.36 
1-2 d-1:4 –19.911 7 0.00 –131.00 –146.56 –115.44 0.95 8 0.74 

1-2 d-1:10 –1.989 7 0.09 –23.75 –51.99 4.49 0.86 8 0.13 
1-2 d-1:25 –.065 7 0.95 –1.25 –46.97 44.47 0.96 8 0.83 
1-5 d-1:3 –35.846 7 0.00 –183.75 –195.87 –171.62 0.87 8 0.14 
1-5 d-1:4 –22.204 7 0.00 –156.50 –173.17 –139.83 0.90 8 0.26 

1-5 d-1:10 –12.524 7 0.00 –68.75 –81.73 –55.77 0.95 8 0.73 
1-5 d-1:25 –.582 7 0.58 –10.63 –53.80 32.55 0.94 8 0.62 

 
由样本 1-5 d-1:3、1-5 d-1:4 的单样本 t 检验结果(P<0.05)

可见延长培养时间并不能提升其实际均值与 270 的一致程

度。对比样本 1-2 d-1:10 检验结果(P=0.09), 样本 1-5 d-1:10
的检验结果(P<0.05)表明 1:10 稀释度实际均值随着培养时

间的延长与 270出现显著差异, 计数结果未出现偏离的稀释

度范围进一步缩小。对比样本 1-2 d-1:25 检验结果(P=0.95), 
样本 1-5 d-1:25 的检验结果(P=0.58)表明当稀释度提升至

1:25 之后, 单个平板上平均菌落数依然仅为 10 左右, 时间

的延长对实际均值的影响被削弱。由此可见, 在此次实验中

时间参数影响最大的稀释度是 1:10, 由于菌落直径的增大

和菌落之间的叠加, 平均菌落数由 24.63 降低到 20.13。1:10
稀释度是方法规定的稀释梯度之一, 可见霉菌平板计数法

存在计数衰减的风险。如图 1 所示, 计数衰减可以用某个稀

释度 2、5 d 两次计数的实际均值之差表示。 
由于计数衰减现象的出现, 第 5 d 的计数结果实际上

只有 1:25 可用, 而该稀释度也是本次实验计数衰减量最少

的稀释度, 可见无论在可计数稀释度范围还是在各稀释度

准确度方面霉菌在第 2 d 计数都要优于第 5 d。在有限的稀

释度下, 计数衰减峰值出现在 1:10, 可以预估在可接受准

确度下的霉菌平板承载能力可能出现在 1:4 与 1:10 平均菌

落数之间, 即约 25~35 CFU/皿。 

2.2  可接受准确度下的霉菌平板承载能力的测定 

为了更准确地测定该承载能力, 本阶段采用双人 10 

 
 

图 1  菌落计数的衰减 
Fig.1  Decay in colony-forming units 

 
平行测试。为了减少单位面积菌落数, 降低竞争抑制作用,
实验使用 150 mm 平板作为实验组, 90 mm 平板作为对照组, 
两组的其他检验条件保持一致。平板直径的增大使实验组平

板内培养基含量扩大至对照组的约 2.8 倍, 这增加了霉菌获

得的营养量, 同时也降低了单位面积内的霉菌数量, 减少了

菌落蔓延和相互叠加对计数结果影响的可能性。依据前一阶

段实验结果, 本阶段稀释系列调整为 1:4、1:8、1:9、1:10、
1:25, 其中 1:8 和 1:9 为出现计数衰减峰值稀释度(1:10)的微

调稀释度。各组样本采用“实验类别-平板规格-稀释度”方式

进行编号。由如表 4 所示实验结果可知当使用 150 mm 规格

平板后低稀释度样本的实际均值误差出现明显减小, 如 1:4
稀释度由 134.00 锐减到 6.80。 
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本阶段数据的正态性检验和检验值为 270 的单样本 t
检验数据如表 5 所示。使用 SPSS 26 对实验数据进行分析

后发现各样本数据中均不存在异常值, 正态性检验结果均

未达到显著性水平(Shapiro-Wilk 检验, P>0.05), 各组数据

均服从正态分布。由样本 2-90-1:4 的单样本 t 检验结果可

知在“90 mm 平板、稀释度 1:4”的实验条件下每个霉菌平板

平均生成 34 个菌落, 与理论上的参考值 68 相差一倍, 而
其实际均值也与 270 之间存在显著差异(P<0.05)。与之靠

近的 1:8 稀释度的实际均值与 270 已无显著差异(P=0.09), 
且每个平板平均生成 30 个菌落, 这与该稀释度参考值 34
的差距已经较小, 且均值的略微降低都有可能使 P 降低到

0.05 以下。 
表 4  霉菌平板承载能力实验计数结果(CFU) 

Table 4  Enumeration results of mold plate carrying capacity experiment (CFU) 

实验编号(实验类别-平板规格-稀释度) 均值 参考值 实际均值 实际均值误差 

2-90-1:4 34.00±3.27 68.00 136.00 134.00 
2-90-1:8 30.10±6.06 34.00 240.80 29.20 
2-90-1:9 30.90±5.30 30.00 278.10 8.10 

2-90-1:10 26.30±3.23 27.00 259.00 7.00 
2-90-1:25 10.30±1.16 11.00 257.50 12.50 
2-150-1:4 65.80±6.34 68.00 263.20 6.80 
2-150-1:8 35.00±2.40 34.00 271.20 10.00 
2-150-1:9 29.60±7.38 30.00 266.40 3.60 

2-150-1:10 28.00±3.23 27.00 280.00 10.00 
2-150-1:25 10.90±1.45 11.00 272.50 2.50 

 

表 5  霉菌平板承载能力实验的单样本 t 检验 
Table 5  Single sample t-test of mold plate carrying capacity experiment 

单样本 t 检验 差值 95%置信区间 正态性检验(Shapiro-Wilk) 

实验编号 t 自由度 双尾 平均值差值 下限 上限 统计 自由度 显著性 

2-90-1:4 –32.436 9 0.00 –134.00 –143.35 –124.65 0.93 10 0.45 
2-90-1:8 –1.904 9 0.09 –29.20 –63.90 5.50 0.90 10 0.19 
2-90-1:9 0.537 9 0.60 8.10 –26.03 42.23 0.95 10 0.61 

2-90-1:10 –0.685 9 0.51 –7.00 –30.13 16.13 0.97 10 0.88 
2-90-1:25 –1.364 9 0.21 –12.50 –33.24 8.24 0.88 10 0.12 
2-150-1:4 –0.848 9 0.42 –6.80 –24.94 11.34 0.95 10 0.72 
2-150-1:8 1.644 9 0.13 10.00 –3.76 23.76 0.98 10 0.94 
2-150-1:9 –0.171 9 0.87 –3.60 –51.12 43.92 0.85 10 0.06 

2-150-1:10 0.978 9 0.35 10.00 –13.12 33.12 0.96 10 0.83 
2-150-1:25 0.218 9 0.83 2.50 –23.42 28.42 0.86 10 0.08 

 
如图 2 所示, 将 90 mm 平板各稀释度均值与对应的参

考值进行比较后发现, 当菌落计数均值为 34 时, 其仍与参

考值差异很大, 而当其小于 30 以后, 数据开始呈现一致

性。基于以上实验证据, 结合霉菌检验精确度较低的特点, 
本次研究认为在可接受准确度下 90 mm 规格平板的霉菌

承载能力为 30 CFU/皿左右。 

 
 

图 2  2 d 检验数据比对分析(90 mm 霉菌平板) 
Fig.2  Comparative analysis of 2 day testing data  

(90 mm mold plates) 

2.3  可接受准确度下的霉菌平板承载能力的改进 

表 4 数据表明使用 150 mm 规格平板的实验组所有稀

释度样本的实际均值与 270 均无显著差异(P>0.05), 如图 3
所示, 将 150 mm 平板各稀释度均值与对应的参考值进行

比较, 可以发现各稀释度均值与参考值基本一致。尤其是 
 
 

 
 

 
图 3  2 d 检验数据比对分析(150 mm 霉菌平板) 
Fig.3  Comparative analysis of 2 day testing data  

(150 mm mold plates) 
 



第 15 期 张  烁, 等: 霉菌平板计数培养时间和平板承载能力优化研究 313 
 
 
 
 
 

 

原本具有 30 CFU/皿承载能力的 1:4 稀释度, 其平均菌落数

提升为 66 CFU/皿, 原有的承载能力被突破。 
针对之前的文献中提及霉菌检验结果线性不佳的情

况对表 4 中各样本均值与相应稀释因子进行线性回归分析, 
数据如表 6 所示。150 mm 平板均值与稀释因子呈现强线

性关系(R2=0.998, P<0.001), 相较于 90 mm 的线性不显著

(R2=0.614, P=0.117)有了很大的提升, 图 4、图 5 也直观的

展现了这一对比结果。依据表 6 数据可以得出使用优化后

的实验条件 150 mm 规格平板, 2 d 培养时间进行霉菌质控

样品检验的线性方程为: Y=1.413+260.278X, X 为对应的稀

释因子(1/稀释倍数); Y 为计数结果的均值。 
 
 
 
 

表 6  90 mm 与 150 mm 霉菌平板结果的线性比较 
Table 6  Linear comparison of results between 90 mm and  

150 mm mold plates 

模型摘要 参数估算值 

平板规格参数 R2 F 显著性 常量 系数 

90 mm 0.614    4.771 0.117 14.089  96.735

150 mm 线性 0.998 1984.424 0.000  1.413 260.278
 

 
 

图 4  90 mm 霉菌平板线性图 
Fig.4  Linear graph of 90 mm mold plates 

 

 

 
 

图 5  150 mm 霉菌平板线性图 
Fig.5  Linear graph of 150 mm mold plates 

3  结论与讨论 

本次研究经过两阶段实验和数据分析得出以下结论: 
在利用平板计数法检测霉菌质控样品时, 第 2 d 的计数结

果比第 5 d 的准确度更高, 这主要表现在关键稀释度(1:10)
的实际均值与实际参考值之间差异显著性的变化上

(P2d=0.09, P5d<0.05)。90 mm 规格平板存在可接受准确度下

的霉菌平板承载能力(30 CFU/皿), 计数时如果发现某个平

板上的霉菌数量大幅超过该数值, 则其计数结果并不能良

好地反映进样时平板中的霉菌数量。使用 150 mm 规格平

板, 2 d 培养时间的实验条件可以有效突破原有承载能力, 
使各稀释度样本实际均值与实际参考值间表现出更强的一

致性, 并使各稀释度计数结果呈现良好的线性。 
本次研究利用实验数据验证了文献中提及的培养 48 h

后菌丝会影响观察计数[30]的描述。JI 等[31]利用点种法测量

黑曲霉生长曲线, 其中 2~4 d 为霉菌指数生长期, 菌丝快

速辐射状延伸, 菌落直径随之快速增大。本次研究验证了

霉菌平板计数在进入指数生长期后即可计数的可行性。为

了进一步验证承载能力的存在 , 可利用几何学圆填充

(Circle Packing)理论进行平板内霉菌菌落数最大理论值的

估计。假设霉菌菌落为大小均一且具有 12.0 mm(2 d 时所

有被测菌落直径均值)直径的正圆, 为防止菌落间距离较

近造成菌落融合, 霉菌菌落应以不相交圆的形式在平板内

排列。90 mm 平板在此假设下容纳极值为 42 个菌落, 这与

国标中 150 CFU 的计数上限相差明显。以上由几何估计的

菌落数是在非常理想的圆排列下得出的, 而实际情况由于

菌落的分散性, 实际值应比理论值还要小, 这也验证了本

次研究得出在 30 CFU 左右承载能力的存在。由“150 mm
规格平板, 2 d 培养时间”条件下的线性方程可知, 在该条

件下各稀释度的计数结果受稀释度的影响已经很小, 本次

研究解决了 ISO 6611—2004 等标准提及的霉菌多稀释度

结果线性不佳的问题, 该结论也可以推广到含有相似微生

物组成的样品霉菌检验工作中, 如能力验证、测量审核等。 
通过以上实验结论, 本次研究还发现了一些可供探讨

的问题。例如当使用 90 mm 平板进行霉菌和酵母共同计数

时宜单独限制霉菌的有效计数范围 , 直接套用 GB 
4789.15—2016 中 10~150 CFU 的区间是具有风险的; 霉菌

检验在计数时应选取菌落数量适当的平板, 实验室可以利

用调节稀释度、分散进样等技术手段尽可能将每个平板上的

菌落数控制在承载能力之内。由于霉菌包含多种种属, 如曲

霉属、青霉属等, 而此次使用的质控样品仅含有黑曲霉一类

霉菌。尽管黑曲霉在食品霉菌检测相关工作中具有较强的代

表性, 但本次研究所得出的结论是否适合其他含复杂微生

物组成的样品, 以及是否还有除平板规格和培养时间之外

的可提升霉菌平板承载能力的因素还需要进一步的研究。 
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